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Prufungsant/ag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur mikrobielien Herstellung von Aminosauren durch gesteigerte Aktivitat von Exportcarriern 

(§) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobielien 

Herstellung von Aminosauren, bei dem die Exportcarrierakti- 

vftat und/oder die Exportgenexpression eines die entspre- 

chende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus er- 

hdht wird. ErfindungsgemSS wurde gefunden, daft fur den 

Export von Aminosauren jewetts nur ein einziges, spezifi- 

sches Gen verantwortlich ist so daft erfrndungsgemaS 

erstmals ein verfahren zur mikrobielien Herstellung von 

Aminosauren zur VerfQgung gestellt wird, bei dem gezielt 

die Exportgenexpression und/oder die Exportcam'eraktMtdt 

eines die entsprecnende Aminosaure produzierenden Mikro- 
organismus erhdht wfrd. Die aus dieser Verfahrensweise 

resultierende, gesteigerte Expression bzw. Aktivitat des 
■ Exportcarriers fuhrt zu einer emdnten Secretions rate, so daS 
f der Transport der entsprechenden AmmosSure erhdht ist. 
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Bcschmbung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahrcn zur mikrobieflen HersteDung von Ammosauren gemaB den Anspruchen 1 
bis 20, Exportgene nach Anspruch 2 1 bis 26, Regulatorgene nach Anspruch 27 und 28, Gtnstrukturen gemifi den 

5 Anspruchen 29 und 30, Vektoren nach Anspruch 31 bis 33, transformierte Zeflen nach Anspruch 34 bis 40, 
Membranproteine gemaB Anspruch 41 und 42 sowie Verwendungen nach Anspruch 43 bis 48. 

Aminos auren sind von groBem wirtschaftlichen Interesse, wobei die Verwendung von Amino saur en vielfaJtig 
ist: So wird z. B. L-Lysin, wic auch L-Threonin, und L-Tryptophan ais Futtennhtelzusatz bendtigt, L-Glutamat 
ais Gewurzzusatz, L-Isoleucin und L-Tyrosin in der pharmazeutischen Industrie, L-Arginin und L-Isoleucin als 

to Medikament, oder L-Glutamat und L-Phenyialanin ais Ausgangssubstanz zur Syn these von Feinchemikalien. 

Eine bevorzugte Methode zur HersteUung dieser verschiedensten Ammosauren ist die biotechnologische 
Hersteflung mitt els Mikroorganismen; denn auf diese Weise wird direkt die biologisch wirksame und optisch 
aktive Form der jeweiligen Aminosaure erhalten, und es konnen einfache und preisgfinstige Rohstoffe eingesetzt 
werden. Als Mikroorganismen werden z. B. Corynebacterium giutamkum und seine Verwandten ssp. flavuin und 

15 ssp. Iactofermentum (Liebl et aljnt J System Bacterid (1991) 41: 255*260) wie auch Escherichia coli und 
verwandte Bakterien eingesetzt. 

Diese Bakterien produzieren die Aminosauren normalerweise aber nur in der zum Wachstum benotigten 
Menge, so dafl also keine uberschflssigen Aminosauren gebildet und ausgeschieden werden. Dies ist darin 
begrundet, daB in der Zelle die Biosynthese der Aminos auren in vietfacher Weise kontrofliert wird Folgfich sind 

20 bereits verschiedenste Verfahren bekannt, urn die Produktbfldung durch Ausschahung der Kontrollmechanis- 
men zu steigern. Bei dies en Prozessen werden z. B. Ammosaureanaloga eingesetzt, um die effektive Regulation 
der Biosynthese auszuschahen. So ist ein Verfahren beschrieben, bei dem Corynebacterium-Stainme benutzt 
werden, die gegen L-Tyrosin- und LrPhenyialaninanaloga resistent sind (JP 19037/1976 und 39517/1978). Ebenso 
sind Verfahren beschrieben, bei denen gegenuber L-Lysin- oder auch L-Threoninanaloga reststente Bakterien 

25 eingesetzt werden, um die KontroOmechanismen zu Qberwinden (EP 0 205 849 Bl, UK Patent Application 
GB2152 509AX 

Weiterhin sind auch durch rekombinante DNA-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekannt, bei denen 
ebenfaHs die Regulation der Biosynthese auf gehoben ist, indent die Gene, die fur die nicht mehr feedback-inhi- 
bierbaren Schlusselenzyme kodieren, kloniert und exprimiert werden. So ist z. B. em rekombinantes, L-Lysin 

30 produzierendes Bakterium mit pJasmidkodierter, feedback-resist enter Aspartatkinase bekannt (EP 0 381 527). 
Ebenso ist ein rekombinantes, L-Phenylalanm produzierendes Bakterium mit feedback-resist enter Prephenat- 
dehydrogenase beschrieben (JP 124375/1986, EP 0 488 424). Daruber hinaus wurden auch durch Gberexpression 
von Genen, die nicht fur feedback-sensitive Enzyme der Aminosauresynthese codieren, erhohte Ammosaureaus- 
beuten erreicht So wird z. R die Lysmbildung durch erhohte Synthese der IMhydrc<upicolmatsynthase verbes- 

3S sert (EP 0 197 335). Ebenso wird durch erhohte Synthese der Threonmdehydratase eine verbesserte Threoninbil- 
dung erreicht (EP 0436 886 Al). 

Weitere Versuche zur Erhohung der Ammosaureprodukdon zielen auf eine verbesserte Bereitsteflung der 
zeOul&ren Primarmetabobte des Zentralstoffwechsels. So ist bekannt daB die durch rekombinante Techniken 
errekhte Oberex p res si on der Transketolase eine verbesserte Produktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin, 

40 oder L-Phenyialanin ennogucht (EP 0 600 463 A2\ Weiterhin ffihrt die Reduktion der Phosphoenolpyruvatcar- 
boxylase-Akuvhat in Corynebacterium zu verbesserter BOdung aromatischer Aminosauren (EP 0 3331 145> 

Diese vielfamgen Versuche zur Produktivimtssteigerung sind tnsgesamt darauf gerichtet, die Limitation der 
cytosolischen Synthese der Aminosauren zu uberwraden. Als eine weitere Limitation kommt grundsStzhch aber 
auch der Export der im Zeiunneren gebildeten Aminosauren ins Knlturmedium in Betracht Daher gibt es 

45 vereinzette Ansatze, diesen Export und danrit die Wirtschaftfichkek der AminosSureproduktion zu verbessem. 
So hat man die ZeUpenneabflitat bei Corynebacterium durch Bkrinmangel Detergenz- oder Peniriffinbehand- 
lung erhdht Diese Ausschleusemlfen waren jedoch ausschfieBtich bei der Ghitamatproduktion erfoigreich, 
wahrend die Synthese anderer Aminosauren auf diese Weise nicht verbessert werden konnte. Auch smd 
Bakterienstamme entwickdt worden, bei denen die Aktivitat des Sekretxmssystems aufgrund chemischer oder 

so physikalischer Mutation erhdht ist. Es wurde dadurch beispielswece ein Corynebacterium ghrtamicum-Stamm 
erhalten, der skh durch eine verbesserte SekretkHisaktivhat insbesondere fur die L-Lysinproduktion eignet 
(DE 42 03 320). 

Insgesamt zekhnen sicfa aBe Wsher darchgef&hrten Versuche zur ErhOhung der Sekretion zeffintem gebflde- 
ter Aminosauren dadurch aus, daB ein erfaOhter Efflux von Aminosauren aufgrund der gewfihlten ungerkhteten 

55 bzw. nns peafisch ca Methoden nur durch ZufaU erreicht werden konnte. Eznzig in der Deutschen PatentanmeJ- 
dung No. 195 23 279-8-41 ist ein Verfahren beschrieben, das es eriaubt, die Sekretion zeliintern geMdeter 
Aminosauren ganz gezieh zu erhdhen, indem die Expression von fur den Import von Aminosauren kodierenden 
Genen erhdht wurde. Die dieser Vorgehensweise zugnmdefiegende Erkenntms, daB die Zefle Importproteine 
fur den Export von Aminosauren verwendet wie auch die Tatsache, daB Mikrooi^anismen von Natur aus keine 

6o uberschOssigen Aminosauren bflden und ausscheiden, legt die Vermutung nahe, daB fur den Aminosaure trans- 
port spezifische Exportgene bzw. -proteme gar nicht cristieren, sondern daB aus der Zelle die Aminosauren uber 
andere Exportsysteme exkretiert werden. 

Die bisher bekannten Exportsysteme exportieren giftige Metalfionen, toxische Antibiotika und hdhermoieku- 
lare Toxme. Diese Exportsysteme sind rdaov (complex aufgebaut: In der Regel sind Membranproteine der 

6 Cytoplasmamembran beteffigt, die jedoch nur eine Teflreaktion des Exports bewirken, so daB vennutBch fOrden 
Transport zusatzfiche, exrracytoplasmatische Hilfsprotcine erforderfich smd (Dmh, T. et aL, A farnfly of extracy- 
toplasmic proteins that allow transport of large molecules across the outer membranes of gram-negative 
bacteria. J. Bacterid 1994, 176: 3825-3831). Desweiteren ist bekannt, daB bei dem sec-abhangigen Exportsy- 
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stem fur extrazeflulare Protcine mmdestens 6 verscfaiedene Proteinkomponenten far den Export essentiell sind. 
Dieser Stand der Technik legt die Vennutung nabe, daB ebenso die fur den Export von Aminosauren zustandi- 
geo, aber b islang unbekannten Systeme ans mehreren Proteinkomponenten bestehen bzw. mehrere Gene fur 
den Export von Aminosauren zustandig sind Hmweis dafur kdnnten die von Vrlfic et ai beschriebenen 0 
BacterioI(1995) 177: 4021 -4027) verschiedenen, im Lysinexport defekten Mutanten sein. s 

Es wurde nunmehr uberraschenderweise gefunden, daB fur den Export v n Aminosauren jewefls nur ein 
einziges, spezifisches Gen verantwortlich ist, so daB erflndungsgemaB erstmals ein Verfahren zur mikrobieflen 
Herstellung von Aminosauren zur Verfugung gestellt wird, bei dem gezielt die Exportgen- Expression und/oder 
die Exportcarrier-Aktivitat eines die entsprechende Aminosaure produzierenden Mikroorganismus erhoht wird. 
Die aus dieser Verfahrensweise resultierende, gesteigerte Expression bzw. Aktrvitat des Expprtcarriers fQhrt zu io 
einer erbdhten Sekretionsrate, so daB der Export der entsprechenden Aminosaure erhoht ist Auch akkumufie- 
ren derart veranderte Mikroorganismen einen erbdhten Anteil der entsprechenden Aminosaure im Kuiturmedi- 

tlTTL 

Zur Erhdhung der Expoitcarrier-Aktxvitat wird insbesondere die endogene Aktrvitat eines Aminosaure- pro- 
duzierenden Mikroorganismus erhdht Eine Erhdhung der EnzymaktivitSt kann beispieisweise erreicht werden, 15 
indem durch Verdnderung des katalytischen Zentrums ein erhoht a* Substratumsatz erfolgt oder indem die 
Wirkung von Enzyminhibhoren aufgehoben wird Auch kann eine erhdhte Enzymaktivitat durch Erhdhung der 
Enzymsynthese, beispieisweise durch Genamplifikationen oder durch Ausschahung von Faktoren, die die En* 
zym-Biosynthese reprimieren, hervorgerufen werden, Die endogene Exportcarrier-Aktivitat wird vorzugsweise 
durch Mutation des endogenen Exportgens erhdht Derartige Mutationen kdnnen entweder nach klassxschen 20 
Methoden ungerichtet erzeugt werden, wie beispieisweise durch DV-Bestrahlung oder mutationsauslosenden 
Chemikauen, oder gezielt mitteis gentechnologischer Methoden wie Deletion(en)i Insertion(en) und/oder Nu- 
kleotidaustausch(e) Die Exportgen-Expression wird durch Erhdhen der Genkopienzahl und/oder durch Verstar- 
kung regulatorischer Faktoren, die die Exportgen-Expression positiv beeinftussen, erhdht So kann eine Verstar- 
kung regulatorischer Elemente vor zu gs we ise auf der Transkriptionsebene erfolgen, indem insbesondere die 2s 
Transkriptionssignale erhdht werden. Dies kann beispieisweise dadurch erfolgen, daB durch Veranderung der 
dem Strukturgen vorgeschalteten Promotorsequenz der Promote? in seiner Wirksamkeit erhdht wird oder 
indem der Promoter komplett durch wirksamere Promotoren ausgetauscht wird Auch kann eine Verstarkung 
der Transkription durch entsprechende Beeinflussung eines dem Exportgen zugeordneten Regulatorgens erf ol- 
gen, wie weiter unten ausgefChrt wird Daneben ist aber auch eine Verstarkung der Translation mdglkh, indem 30 
beispieisweise die Stabflhat der m-RNA verbessert wird 

Zur Erhdhung der Genkopienzahl wird das Exportgen in ein Genkonstrukt bzw. in einen Vektor eingebaut, 
vorzugsweise in einen Vektor mit niedriger KopienzahL Das Genkonstrukt enthah insbesondere dem Exportgen 
zugeordnete regulatorische Gensequenzen, vorzugsweise solche, die die Genexpression verstarken. Die regula- 
torischen Gensequenzen weisen insbesondere eine far (fie in Tabefle 1 angegebene Aminosauresequenz oder 35 
deren Allelvariationen kodierende Nukleotidsequenz bzw. eine Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 
gemaB Tabelle 2 oder eine im wesentfichen gleichwirkende DNA-Sequenz aut Allelvariationen bzw. gieichwir- 
kende DNA-Sequenzen umfassen insbesondere funktioneile Derivate, die durch Deletion(enX Insertion(en) 
und/oder Substitutional) von Nukleotiden aus entsprechenden Sequenzen erhahlich sind wobei aber die 
Reguhtorprotein-Aktivitat bzw. -Funktion erhaiten bleibt oder sogar erhdht ist So kann durch Mutation der 40 
regulatorischen Gensequenz (fie Effektivitat der Bindung des Regulatorproteins an die DNA des zu regulieren- 
den Exportgens so beeinfiuBt sein, daB dadurch die Transkription verstarkt und somit die Genexpression erhdht 
ist Deswetteren kdnnen dem Exportgen als regulatorische Sequenzen aber auch sog. "enhancer 9 zugeordnet 
sein, die uber eine verbesserte Wechsetwirkung zwischen RNA-Polymerase und DNA ebenfalls eine erhdhte 
Exportgen-Expression bewirken. 45 

Fur den Embau des Exportgens in ein Genkonstrukt wird das Exportgen vorzugsweise aus emem Mikroorga- 
nismen-Stamm der Gattung (^zynebacterium isoliert, und mit dem das Exportgen enthaltende Genkonstrukt 
ein (fie entsprechende Aminosaure produzierender Mikroorganismen-Stamm, insbesondere Corynebactenum, 
transformiert Die Isofierung und Transformation des entsprechenden Transportgens erfolgt nach gingigen 
Methoden: Im Fafle der Isofierung und KJonierung eines Transportgens aus Corynebacteriuin eignet sich so 
beispieisweise die Methode der homologen [Complementation einer exportdef ekten Mutante 0 Bacterid (1995) 
177: 4021 — 4027> Fails keine (firekte Klonierung des Strukturgens mogfich ist, kann zunSchst auch die Insertion 
von Vektorsequenzen in das Transportgen erfolgen, urn es dann fiber "plasmid-rescue* in Form inaktiver 
Fragmente zu isofierea Ffir das erfindungsgemaBe Verfahren eignen sich insbesondere Gene aus C giutainicum 
ATCC 1 3032 oder C gtatamkuin ssp. flavum ATCC 1 4067 od er auch C giutainicum ssp, lactof erinentum ATOC 55 
13869. Nach Isofierung der Gene und deren in vhro-Rekombination mit bekannten Vektoren (Appl Env Micro- 
biol (1989) 55: 684— 688 ; Gene 102 (1991) 93-98^ erfolgt die Transformation in die Aminosaure-produzierenden 
Stamme durch Oektroporation (Liebl et al (1989) FEMS Nicrobiol Lett 65: 299-304) oder {Conjugation 
(Schafer et aL (1990) J Bacteriol 172: 1663-1666). Fttr die Obertragung werden vorzugsweise Vektoren mit 
niedriger Kopienzahl eingesetzt Ab Wirtszeflen werden vorzugsweise solche Axnmosaureproduzenten einge- 60 
sctzt, die in der Synthese der entsprechenden Aminosauren deregufiert sind und/oder die einen erbdhten Antefl 
an Zentraistoffweduelmetabofiten enthahen. 

Nach Isofierung sind Exportgene mit Nuldeotidsequenzen er h alt fic h, die fflr die in Tabefle 3 angegebene 
Aminosauresequenz oder deren Allelvariationen kocheren bzw. die (fie Nukleotidsequenz von Nukleotid 1016 
bis 1725 gemflB Tabelle 2 oder one im wesentfichen gleichwirkende DNA-Sequenz aufweisen. Auch bier & 
umfassen Allervariationen bzw. gleichwirkende DNA-Sequenzen insbesondere funktioneile Derivate im oben 
fur die regulatorischen Sequenzen angegebenen Sinne. Diese Exportgene werden vorzugsweise im erfindungs- 
gem&fien Verfahren eingesetzt 
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Dem Exportgen mh oder ohne vorgeschahetem Promotor taw. mh oder ohne zugeordnttem Regulatorgen 
kom« rinodo- mehrere DNA-Sequenzen vor- und/oder nachgeschahet setn. so daB dastJen in emer Gen- 

S °dS3i Kto^Svon Exportgenen sind Plasmide taw. Vektoren erhaHich. die das Exportgen nthaJten und 
- wibereits Serwahnt - znr Transformation eines Anihwsaare-Produzenten geeignet sind. Die (torch 
Transf rmation erhaldichen Zellen. bei denen es rich vorzugsweise um transform rte ZeDenvon Corynebacte- 
rium handelt, enthalten das Gen in replizierbarer Form. d. h. in zusatzlrchenKopien auf dem Chromosom, wobei 
die Genkopien durch homologe Rekombinatbn an beliebigen Stellen des Genoms mtegnert werden, und/oder 

^ rind cm^iS^oTsequenzen bekanm. die fur Membranproteine unbekannter Funktion kodieren. 
Durch die erfmdungsgemaBe Bereitstelhing von Exportgenen, wie beispielsweise des Exportgens mit der Nu- 
kleotkisequenzvonNukleoud 1016 bis 1725 gemaB Tabelle 2, bzw. der entsprechenden * * 

das mit der Aminosauresequenz gemaB Tabelle 1, konnen nunmehr M^ranproteme. deren Fu^der 
Transport von Aminosauren bt, durch Sequenzvergieich identifmert werden. Das damit "lentifo«te Expor^n 
kann anschlieBend zur Verbesserung der Aminosaureproduktion nach dem erfindungsgemlBen Verfanren 

^DteS de2 Stand der Techmk bekannten Membranproteine besitzen in der Regel 1Z zum Teil auch 4 
transmembrane Helices. Es wurde nunmehr oberraschenderweise gefunden, daB die te *mlE^wn Ammo- 
sauren zustandigen bzw. geeigneten Membranproteine 6 transmembrane Helices aufwesen (vgL z. B. die in 
TaSeTSeKte Ammwtoesequenz eines Exportprotemj bei derdie 6 

Unterstreichai kenntfich gemacht rind). Damit Eegt bier eine bisher noch mcht beschnebene und somit neue 
Mass e von Membranproteinen vor. 



a) Klonierung eines Exportgens und KJonienmg eines Regulators aus Corynebacteriam glutamfcum 

Chromosomale DNA aus C glutanricum R127 (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: ^"^^^wiebei 
Scharzeret aL (Bk>/Technology (1990) 9: 84-87) beschrieben, isoliert. Diese wurde mit dem Res^onsenzym 
SaS^esPalten und SSarcse-Gradienten-Zentrifngation. wie bei Sambrook et aL (Molecular Cloning, 
TSbSSS «3 (SS) Cold Spring Harbour Laboratory Press) be^ebe^aufgetrennt £.e em«taen 
F^aktionen^urden gelelek^ophoretisch auf ihre GroBe bm analyaert und die F J^^^Z^ZT^l 
Bevonetwa 6-lOkb zur Ligation mh dem Vektor pICl eingesem. Dazu wurde der Vektor pJCl ^tBamHI 
taeaririert und dephosphoryfiert FOnf ng davon wurde mit » ^ jto^n«len 6- lOkb Fr^ente 
linen. Mit dem gesamten Ligationsansatz wurde die exportdefekte Mutante NA8 0 ■^^£22-2: 
^S SSrcporltionCFEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) ttansfonniert Die Tr^rman- 
S wurS 'Sam (FEMS Microbiol Lett (1989) 65: 299-304) mh 15 ng Kwamyon P™ 
DiesVT^nsformanten wurden umfangrefchen Plasmidanalysen unterzogen, lndem 200 der ^S^V* 5 ?? 
SeneTSnSefa^W undderen PlasmidanteU. und -grtBe tasthnmt wurde* ImDurchsAnm 
SugSS i me Halfte derSun Kanamyon-reristenten Hone emrekombmantes Fbnud ^ emem 
Tder durcbschnhtGchen GrOBe von 8kb. Damh ergibt rich eineWahrsdie^cfakert wMff fBrj die 
Anwesenheh Tje^Tbdiebigen Gens aus C ghitamicum in der errichteten Genbank. D«4500 erhakmen 
wSS^wm^toSSzdn auf Wiedercrhalt der Lyrinsekretion geprtift Dar 
beschriebene System zur Indukuon der L-Lyrinausscheidung m Corynebactenum gmtamwim «ngesetzt . (J 
R^^If ?095U7^4021 -40271 Dazu wurden sogenannte Mininialniedium-mdikatorplatten hergesteOt. die 

P ^onXe r lmlCaa 1 (l g/100ml),750nildest, 1 nuQSpm^^lml^^^lOOmftpH^^ 
SukosTli miTProtokatechusaure, 1 mg FeS0 4 x7 HA 1 mg MnSO*x HA W mg ZnSO«x7 HA 002 mg 
SsSTaSSl ^K?6lS^g AgL-Agar, sowie lO' ZeOenJmlj der Lyrin-auxo tro^ CJf^n^ 
t^e^/3 ^thie^l Die ursprungDchen 4500 Transformanten wurden aUe twetanntXtk 
H^h^katoTBlattoi aemdet mh iewafaeiner KontroUe des nrsprungHchen Nichtansscheiders NA8 0 Bactenol 
mS^T^S^SS SigXnmes R127. Parallel Wdenjeweus 2 Phtten betopft. von denen 

wurden bei 30°C inkubiert. und nach 15, 24 und 48 Stunden untersucht. ^8^^'^^ .^^^ e m Tf^ 
dieauf der mh Metfaionin versetzten Indikatorplatte einen Wachstumshof durchden IndtoMnssamms 49^ 
We Hone^n^en vereinzelt, und dann emeut, wie oben beschrieben. auf Wiedererhalt des Wachstums- 
Kp^ A^dlSwe^Ke zwei Hone NAB pMV8-5-24 und NAB P MV6-3 erhahen. <he die 

b^d^Tdma^SSSR^in&t^ 

dSSSffib«St. Beide Ptosmide wurden einer Restriktionsanalyse unterzogen. Plaamd pMV8-5-24 
dn In^voXkbTu^ p^6-3 eines von 9^ kb. Die phyrikalische Kartierung der Inserts ze^t Fig. 1. 

b)Subktoniening ernes DNA-Fragments,das den Lyrinexport rekonstituiert 

Vom Insert des Plasmids pMV6-3 warden unter Nutzung der bestimmten ^^^^^f^ 
Subkl nehergestdlt So wurde das Vkb XboI-SaB-Fragmem. da« 23 kb BamHI-Fraffnentairfto 7* to 
BamHI-Fragn^rmh dem entsprechend gesennittenem und behandehem Vektor pJCl (Mol Gen Genet (1990) 
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220: 478—480) ligiert Mh den Ligationsprodukten wurde direkt C qlutamkann NA8 transformiert die Transf r- 
manten wic ben beschrieben auf Wiedererhalt der Lysinaussdieidung gepriift und die Anwesenheh des Sub- 
klons durch Pfcsmidpraparation and Restriktionsanalyse bestatigt Auf diese Weise wurde ais kleinster Subklon 
der Stamm mit Plasmid pMV2-3 erhaken (Fig. 1). Dieses, den Lysinexport vennrttdnde Fragment enthah ah 
Insert das 23 kb BamHI-Fragment aus pMV6-l 

c) Sequenz des Lysinexportgens lysE und dessen Regulators IysG 

Die Nukleotidsequenz des 23 kb BamHI-Fragments wurde nach der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode von 
Sanger et aL durchgefuhrt (Proc Natl Acad Sci USA (1977) 74: 5463-5467), und die Sequenziereaktionen mit 
dera AutoRead Sequencing kit von Pharmacia (Uppsala, Sweden). Die dektrophoretische Analyse erfolgte mit 
dem automatischen User-Flureszenz DMA Sequenziergerat (A1F.) von Pharmacia-LKB (Piseataway, NJ, 
USA> Die erhakene Nukleotidsequenz wurde mit dem Programmpaket HUSAR (Release 3.0) des Deutschen 
Krebsforschungszentnims (Heidelberg) analysiert Die Nukleotidsequenz und das Ergebnis der Analyse ist in 
Tabeile 2 wiedergegeben, Die Analyse ergibt zwei voDstSndige offene Leseraster (ORF) auf dem sequenzierten 
DNA-Stfick. ORF1 kodiert fur ein Protein mh einer LSnge von 236 Aminosauren, ORF2 fureinsmh einer Unge 
von 290 Aminosauren. Das von ORF! abgeleitete Protein zeigt erne Hiufung hydrophober Aminosiuren, wie sie 
fur membranstandige Proteine charakteristisch ist Die detafflierte Analyse der Verteihxng der hydrophoben und 
hydropbflen Aminosauren mh dem Programm PHDJHTM (Protein Science (1995) 4: 521-533) ist in Tabeile 3 
gezeigt Daraus ergibt sich, daB das Protein sechs hydrophobe Helixbereiche enthah, die die Membran durch- 
queren. Damit handeh es sich bei diescm Protein urn den gesuchten Exporter der Aminosaure L-Lysin. Das 
entsprechende Gen wird deswegen fan Folgenden als lysE bezeichnet Es ist entsprechend in Tabeile 2 markiert 
ORF2 wird in Gegenrichtung zu ORF1 trans kribiert Die Sequenzanalyse zeigt daB ORF2 hohe Identhit mh 
Regulatorgenen hat die als cine Familie zusammengefafit werden (Ann Rev Microbiol (1993) (597-626). Gene 
dieser Familie regulieren die Expression der verschiedensten an katabolen oder anabolen Prozessen beteffigter 
Gene in poshiver Weise. Im Folgenden wird ORF2 deswegen als iysG (Govern - Regulieren) bezeichnet 
Wegen dieser Zuordnun& und weil lysE nur zusammen mh IysG kloniert (siehe a)) und subkioniert werden 
konnte (siehe b)\ ist lysc Regulator von lysE und somit ebenfalls am Lysinexport beteiligL Das Gen IysG tmd 
dessen abgeleitete Aminosauresequenz sind ebenfafls in Tabeile 2 bzw. Tabeile 1 gezeigt 

d) Identifiziening eines unbekannten Membranproteins aus Escherichia coli durch Sequenzvergleich 

Mit den etablierten Sequenzen gemaB Tabeile 3 kOnnen berehs existierende Sequenzbanken durchsucht 
werden, um so den von sequenzierten Bereichen abgdeiteten Protemen eine Funktion zuzuordnen. Entspre- 
chend wurde die Aminosauresequenz des Lysinexport ers aus C ghrtamicum unter Zuhilf enahme des Programm- 
pakets HUSAR (Release 3j0) des Deutschen Krebsforschungszentnims (Heidelberg) mh abgeleheten Protein- 
Sequenzen aller dort deponierten DNA-Sequenzen vergfichen, Zu einer einzigen Sequenz bisher unbekannter 
Funktion aus E. coli ergab sich eine hohe Homologie von 393% identischen Aminosauren, und 643% ahnfichen 
Aminosauren. Der Vergietch ist in Fig. 2 gezeigt Das bislang nicht charakterisierte offene Leseraster aus E. cofi 
ist aber dieses Verfahren damh als em Aminosaureexportgen kientifiziert 

e) Gesteigerter Export intracellular akkumufierten L-Lysins 

Der Stamm C glutamknim NA8 0 Bacteriol (1995) 177: 4021 -4027) wurde mit Plasmid pMV2-3 transf ormiert 
und die L-Lysmausschekiung der Stamme vergfichen. Dazu warden NAB und NA8pMV2-3 in Komplexmedium 
wie bei Vrtfic et aL 0 Bacteriol (t 995) 177: 4021 -4027) beschrieben angezogen, und das FeraentationOTedwm 
CGXII (I Bacteriol (1993) 175: 5595—5603) jeweils getrennt beimpft Das Medium enthielt zusatzlich 5 mM 
L-Methionin, um die intrazeHulare I^Lysmbiosynthese zu induzieren. Nach Kuhrvierung fur 24 Stunden bei 
30° C auf dem Rotatkmsschfittler bei 140 Upm wurde zellinterne und externe L-Lysinbestimmungen durchge- 
fuhrt Zur zeffinternen Bestimmung wurden Sifflconfilzentrifugationen durchgefflhrt (Methods Enzymology LV 
(1979) 547-567); ale Bestimmung der Aminosauren erfolgte mittels Hochdnickflussigchromatografie 0 Chro- 
mat (1983) 266: 471-482). Diese Bestimmungen wurden zu verschiedenen Zehen, wie in Fig. 3 angegeben, 
durchgefflhrt Entsprechend dem benutzten Verfahren wird das angestaute zellinterne L-Lysin also durch 
pMV2-3 vermehrt ansgeschieden und akkumiifiert Entsprechend ist erwartungsgemaB auch das zellintern 
vorhandene L-Lysins stark reduziert Somit stettt die Nutzung des entdeckten und beschriebenen Exporters ein 
Verfahren dar, um die L -Lysmbfidung entscheklend zu verbessera 

f) Gestetgerte Akkumulatbn von L-Lysin durch lysE oder lysEG 

Vom Subckn pMV2-3, der das sequenzierte 2374 bp BamHI-Fragment in pJCl enthah (siehe Fig. i\ wurde 
entsprechend der Sequenzinfbrmation das lysE tragende 1173 bp PvuII-HmdII Fragment in pZl (Appl Env 
Microbiol (1989) 55: 684-688) ligiert und so das Plasmid plysE erhalten. Dieses Plasmid, sowie das iysElysG 
tragende Plasmid pMV2-3 wurde durch Elektroporation in C gratamicum Stamm d emgefufart mdem chromoso- 
male Beretche deletiert and. Die erhaltenen Stamme C giutamicum d pMV2-3, C gnrta minim d plys^ C 
riutamicum pJCl wurden wie unter e) beschrieben zunachst auf Komplexmedium vorgezogen, dann m Produk- 
Soiisnunimalmedium CGXO zusammen mh 4% Ghikose und 5 mM I^Metmonin kuraviert und Proben zur 
Bestimmung des akkumufierten L-Lysins entnommen, Wi aus Fig. 4 ersichtfich, wird durch rysElysG eme 
Steigerung der Lysinakkixmulation gegenfiber der KontroDe erreicht Die ptysE wird durch dieses Verfahren 
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cine auBerordentlich gwteigerte Akkumalation von 4,8 auf 13£ mM L-lysin errcicht ^ 

TabStb S^SS^V^des Lvsfoexporter-Regulators aus Corynebacterium giutainicum. mit dem 

fur DNA-bindeude Proteine typischen Helix-Turn-HeQx Motif. 

TabeSe 2 (drei Sehen): Die Nukleotidsequenx desfurden Lysinexporter und Lysmexport-Regulators codie- 

"tSSKS! 5S£o£S5nz des Lysinexporters aus Corynebacterium glutaicucum. mh den ideatffizier- 

M ^Sl^£S^SSZ ^NA-Fragmente in pMV6-3 und pMVB-S^ die die Lysmse kre- 
tion VJSSSSS aus^o-3 hergestelke SubUon p^der ebenfalls die Lysmsekrenon be W kt 
und sequenziert wurdcB. BamHl; Sm, Sinai; Sc, Sad; SI, SaUft HindD; X, XhoL r -.m»«. 

F*2%ergleichderabgeleitetenA^^ 
duk^UIangunbekannter Funlction aus Escherichi coU(unten), das dadurch afc Exportcarner 'd««^ertist 

Rg S^stdgerter Lysinexport durch pMV2-3 mit C ghnamicum NA8. Oben. die 
AusschoAing und zduntemeinAnstau von Lysin bis etwa 150 mM. Unten die durch P MV2-3 bewirkte hobe 
Ausscheidunj? mit zellinteraem nur geringem Anstau von etwa 30 mM. ir..~.i 

Rg!^ DieSteigerung der Lysinakkumulation in C glutainicum durch rysHysG (pMV2-3) (mittlere Kurve), 
und die durch fysE (plysE) bedfagte Akkumulation (obere Kurve). 
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GGXAAACGRCTTOCJUCftMGMKGGM I I ITG 

G<^CTTGGAAAAGTCTTCArTCATTCCGGCGTXAGGGAGCTAACGA 

PRLGEI-AADVVA 

CAGACACTCAGATCGATCTCTAGAXCTAAGGTCCGC CACA 
DTLRALSRS E LRWRQWYMPT 



60 
120 

5 

180 

10 

240 



CACTTACCCATAGAGTAGCTCCTCC1AGTGAAGAGGACGAAAATC 

D I PIEDLLIVEGAKLMPAAQ 

300 

CCAAAGCCCTTCTTCAGGGGTTGGITCCGGAGCCGCTT^ 15 
TB PLLGWGLGRRIAEGFGEA 



GCTGCCCTGTTACCTAIGCGCGGACGCGGGGTG 

SPVISVRRRGVPGDVRGDLD 

m • • • • • 

TGCCAGAACTTCGTGTACAAACCCTGGCTTCGCATTCTGCCCGTAGCGTCGGGTTAGATC 
RDQLVDKP GFRLVPMAAWDL 

*AAGGGTAGTTGGTACATCCGTAGGGCGTTACTCCCCC^^ 

KGDVKYADRLSPTAIALHRM 

CCAA^TCWGATGAXGAAGTGTAGGGCGGTGCCCTAATC 

TGLBVVECGAVPMAERTVAG 

AITTTGTAGAGGtGCGGCGrcGTTCCTATTACACAC^ 

LVOGRRLLSLTHAEDELRLT 

CTCGCAACGAGGTGGXOTTOTCGATGGAGCAACTTG^ 

LTAGGWSAVEMFVPPFWTSL 

«••••» 
GCTTAGACGCAACTACCGCTACCAATTGCCCTAAAGTCGTTCC^CAGGTCTArCAACGCG 
SDANIAITLP I EALRGSLQA 

AAATCAAAGACGAACGTCGTTGTGGTAAAAGGa3CGA» 

KTEAQLLVMKRAAQVLVEGA 



360 



20 

420 



480 



540 



600 



660 



720 



780 



840 



AAGCCAACGAAACCGGCCAACCCACGCGCTATGGTTGTGAGCTGG 

ETAKAPQTRS VLVRGVHHEL 45 



900 



AKVRQSVASPSISLALSAGE 



55 



60 



65 
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960 

<-LysGf 4 

CTTCQVCGGAACIAGTTACTAACTCTCCTTTC^ 5 • 

5* TGCCTTCMCaArraiTGAGAGCAAA^^ 

FSGEDIISLLTDLQIPN M 

. 1020 

ATATTAAAC CAT GTTAAGAAC CAATCATT T T ACTTAAGT ACTTC CAXAGGT CAC GATGGT 

M V 

10 ...... 1080 

GATCATGGAAATCTTCAXTACAOTrCTGCCT 
I M E I F I TGLLLGASLLLSIG 

• - 1140 

ACCGCAGAATGTACTGGTGATIAAACAAGGAATTAAGCGCGAAGGACTCACT 
15 PQNVLVI KQGIKREGLIAVL 

- 1200 

TCTCGTGTGTTTAAXTTCTGACGTCTTTT T CrTl'CATCGCCGGCACCTTGGGCGTTGATCT 
LVCLISDVFLFIAGTLGVDL 



. 1320 

GTTAXGGTTTGCCCTCAXGGCAGCGAAAGACGC^ 
LWFAVMAAKDAMTHKVBAPQ 

1380 

GATCATTGAAGAAACAGAACCAACCGTGCCCGMGACACGCCrTTGGGCG 
I I E E T E P TVP DDTPLGGSAV 

. 1440 

GGCCACTGACACGCGCAACCGGGTGCGGGTGGA^ 
ATDTRKRVRVEVSVDKQRVW 

* • 1S00 

GGTAAAGCCaVTGTTGATGGCAATCGTGCTGACCTGGTTGAACCCGAATGCCT 
VKPMX»MAIVLT WLNPffAYLD 

1560 

CGCGTTTGTGTTTATCGGCGGCGTCGGCGCGCAATACGGCGSVCACCGGACGCT 
AFVFI GGVGAQYGDTGRWI F 

. 1620 

CGCC 




AGCATTGTCACGCCCGCTGTCCAGCCCCAAGGTGTG^GCTGGATCAACGTCGTCGTGGC 
ALSRPLSSPKVWRWINVVVA 



Tabelle 2 (fortgesetzt) 
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• 

1740 

- W B R T K 

5* CTACTGGCGTAACCGGXASTTTGACTA,CAACTACCC&MCRAAAGCCCCCAARA, 
AGTTGTGATGACCGCATTGTOCATCAAACTGA.TGTTGATGGGTiaSTTTTCGCGG 5 * 
VVMTALAIKLMLMG- 

tysE y 

. 1800 

CCCTAGCOVCCGGAAG^ 

SDTAKAWINIGADHSIEOIA 

. I860 

GAGGTTGAGCCGCAGTCTTTCGAGGTTCAAC^ 

ELEADSFELKMLSDLSNDLQ 

(aunriGACTGCTTCCTGGTTAGTTACCT 

EVSSAGILASTVTDAGYEGQ 

• 1980 

GAGCGCCTCCTGGGTACGTTCGCGGTACTCGCGTTO^^^ 

ERLVWALAMQALSQGREQAI 

2040 

CAfHMCTCGaACGCCTGGT^^ 

onlkrVkdihhvmlmgesls 

; . . 2100 

GAATGGGACCGACCGCGCCXTTGG^ 

KGQSARSGBPIGDLYKDTLL 

2X60 

CGGGACGCGTTCACCACTCTTTCGTTACTGCGGTTCTGG 

GQALPSFAIVGLGHNAASQL 

2220 



CTTCAAGAGTGGOUCTAGCGG^ 

I.MEGDDGPBBVWRHIISYSP 

GACTACTTACTCTTCGCCC^ 

Q H I I* I* pcgbeamfeaaeatl 
bpgyssigvtlakgsavidr 

. 2374 

CTTACGCATGTACCAAWaAAGGTTTCCTCATAGA 
L A Y M T BELPTD 



. 2280 



2340 



Tabe!le2(fortgesetzt) 
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Patentansprfiche 



1 Verfahren zur mikrobieflen Hcrsteflung von Anmwsauren, bci dcm die Exportcarrier-Aktivitat und/oder 
die Exportgen-Expression dues die entsprecfaende Anrinosaure produzierenden Mikroorganismus erhdht 
wild* 

Z Verfahren nach Ansprucfa l f dadurch gekennzeichnet, daB die endogene Exportcarrier-Akrivitat des 
Mikroorganismns erhoht wird , _ 

3. Verfahren nach Ansprnch % dadurch gekennzeichnet, daB dutch Mutation des endogen en Exportgens em 
Carrier mit h6herer Export- Aktivitat erzeugt wird. 

4 Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gek enn zeichnet, daB (fie Genexpresskm des 

Exf>ortcammduichErb5^ n9 , t ^ _ . ... c . 

& Verfahren nach Aiwpnich4>dadm^ 

gen in em Genkonstrukt eingebaut wird ^ a . 

I. Verfahren nach Ansprucfa 5, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen m einen Vektor mh niednger 

Kopienzahl eingebaut wird . _ t 

rverfahren nach Anspruch 5 oder ft dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen in em Genkonstrukt 

eingebaut wird das dem Exportgen zugeordnete regulatorische Gensequenzen enth&It 

a Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorisch Gens«menz erne f Or die m 

TabeU t angegebene Aminosauresequenz und deren AQelvariation n kodierende Nukieotidsequenz auf- 
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9. Verfahren nacfa Ansproch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorisch Gensequenz cine Nukleotid- 
sequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabefle 2 oder ein im wesentiichen gierchwirkende DNA-Se- 
quenz aufweist 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 5 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein die entsprechende 
Aminosaure produzierender MBcroorganismus mit dem das Export gen enthaltende Genkonstrukt transfor- 
miertwird 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismus der Gattung Coryne- 
bacterium mit dem das Erportgen enthaltende Genkonstrukt trans formiert wird 

1 Z Verfahren nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein Mikroor- 
ganismus eingesetzt wird, in dem die an der Synthese der entsprechenden Aminosaure beteiligten Enzyme 
dereguliert smd 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB fur die Transformation ein 
Mikroorganismus eingesetzt wird, der einen erhohten Anteil an Zentralstofrwechselmetaboliten enthalt 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB das Exportgen aus einem 
MiJaoorganismen-Stamm der Gattung Corynebacterium isoliert wind. 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgense- 
quenz durch Vergleich mit der Sequenz eines bereits bekannten Exportgens identinziert wird 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB die von der zu identinzierenden Exportgen- 
sequenz abgeleitete Arninosauresequenz mit der in Tabefle 3 angegebenen Arninosauresequenz oder deren 
Afldvariationen verghchen wird 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnspriJche, dadurch gekennzeichnet, daB die Exportgen-Ex- 
pression durch Verstarkung der Transkriptionssignale erhdht wird 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein 
Gen mh einer fur die in Tabefle 3 angegebene Arninosauresequenz und deren AHefvariationen kodierenden 
Nukleotkisequenz eingesetzt wird 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB als Exportgen ein Gen mit der Nukleotkise- 
quenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gemaB Tabefle 2 oder einer im wesentiichen glekhwirkenden DNA-Se- 
quenz eingesetzt wird 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche zur Herstellung von L-Lysin. 

21. Fur einen Ajminosaure-Exportcarrier kodierendes Exportgen. 

22. Exportgen nach Anspruch 21 mit einer fur die in Tabefle 3 angegebene Arninosauresequenz und deren 
Afldvariationen kodierenden Nukleotkisequenz. 

23. Exportgen nach Anspruch 22 mh der Nukleotkisequenz von Nukleotid 1016 bis 1725 gem§B Tabefle 2 
oder einer im wesentiichen gleichwirkenden DN A-Sequenz. 

24. Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 23 mh diesem zugeordneten regulatorischen Gensequen- 
zen. 

25. Exportgen nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine fflr die 
in Tabelle 1 angegebene Arninosauresequenz und deren Aflehrariationen kodierende Nukleotkisequenz 
aufweist 

26. Exportgen nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, daB die regulatorische Gensequenz eine Nukleo- 
tidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabefle 2 oder eine im wesentiichen gleichwirkenden DNA-Se- 
quenz aufweist 

27. Zur Regulation eines fur einen Amuiosaurc-Exportcarrier kodierenden Exportgens geeignetes Regula- 
torgen mh einer fflr die in Tabelle 1 angegebene Arninosauresequenz und deren Afldvariationen kodieren- 
den NukJeotidsequenz, 

28. Regulatorgen nach Anspruch 27 mit der Nukleotidsequenz von Nukleotid 954 bis 82 gemaB Tabelle 2 
oder einer im wesenthchen gldchwirkenden DN A-Sequenz. 

29. Genstruktur, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26. 

3a Genstruktur, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28. 

31. Vektor, enthaltend ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 26 oder eine Genstruktur nach 
Anspruch 29. 

32. Vekior nach Anspruch 31 mh niedriger Kopienzahi 

33. Vektor, enthaltend eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 27 oder 28 oder eine Genstruktur 
nach Anspruch 30. 

34. Transfonnierte Zefle, enthaltend in rephzierbarer Form ein Exportgen nach einem der Anspruche 21 bis 

26 oder erne Genstruktur nach Anspruch 29L 

35. Transfonnierte Zefle nach Anspruch 34, enthaltend einen Vektor nach Anspruch 31 oder 32. 

36. Transfonnierte Zefle nach Ansproch 34 oder 35, dadurch gekennzeichnet; daB sic der Gattung Coryne- 
bacterium angehort 

37. Transfonnierte Zefle nach einem der Anspruche 34 bis 36, dadurch gekennzeichnet daB in dieser die an 
der Synthese beteiligten Enzyme der Aminosaure, die mitt ds des Exportcarriers, fflr das das in die transfer- 
mierte Zefle ubertragene Exportgen kodiert, aus der Zefle ausgeschleust wird, dereguliert smd 

38. Transfonnierte Zefle nach einem der Anspruche 34 bis 37, dadurch gekennzeichnet, daB sie einen 
erhdht en Anteil an Zentralstoffwechselmetabonten enthalt. 

39. Transfonnierte Zefle, enthaltend in rephzierbarer Form eine regulatorische Gensequenz nach Anspruch 

27 oder 28 oder erne Genstruktur nach Anspruch 3a 

4a Transfonnierte Zefle nach Anspruch 39, enthahend einen Vektor nach Anspruch 33. 

4t . Fur den Export von Aminosauren gedgnete Membranproteine mit 6 transmembrane Mefices. 
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42. Membranprotdn nach Anspruch 41 mit der in TabeQe 3 angegebenen Aminosauresequenz, wobei 
Tabefle 3 Bestandtefl dieses Anspruches ist 

43. Verwendong enes Erportgcns zur Steigertmg der AminosSurcproduktion von Mikroorganismen. 

44. Verwendnng nach Anspruch 43, dadurch gekennzeichnet, daB ein mutiertes Exportgen, das fQr em 
Enzym mit erhdhter Exportcarrier-Aktivhat kodiert, verwendet wird 

45. Verwendung nach Anspruch 43 oder 44, dadurch gekennzeichnet, daB der Aminos5ure-produzierende 
Mikro rganismus mit einem Genkonstrukt, das ein Exportgen enfhalt, transf orraiert wird 

46. Verwendung nach Anspruch 45, dadurch gekennzeichnet, daB das Genkonstrukt zusatzlich regulatori- 
sche Gensequenzen tr§gt 

47. Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 46, dadurch gekennzeichnet, daB ein Exportgen aus 
Corynebactcrium verwendet wird 

4& Verwendung nach einem der Anspruche 43 bis 47, dadurch gekennzeichnet, daB als Aminosaure-produ- 
zierender Mikroo rganismus Corynebacterium verwendet wird 



Hierzu 4 Seite(n) Zeichnungen 
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CgLysE 1 MVIM EI FITGLLLGAS LLLS IG PQWLVIKQGI KRS GL I AVLLVC LI S DV 50 

: : I . : I 1 1 I . : I : . II I : I : I : I : t III: 
EcYgga 1 MILPLGPQNAFVMNQGI RRQYHIMIALLCAISDL 34 



CgLysE 51 FLF I AGT LGVPLL SNA AP I VLD IMRWGGI AYLLWFAVMAAKDAM TNKVEA 100 

• I • • I : I - : : 1 1 I : I s I I I : : . | I . I I . . . ; | 

EcYgga 35 VLICAGI FGGSALLMQS PWLLALVTWGGVAFLLWYGFGAFKTAMSSN I E . 83 



CgLysE 101 PQI IEETEPTVPDDTPLGGSAVATDTRNRVRVEVSVDKQRVWVKP MLMAI 150 
EcYgga 84 ; LASAEVMKQGRWK 1 1 ATMLAV 104 



CgLysE 151 VLTV7LNPNAYLDAFVFIGGVGAQYGDTGRWIFAAGAFAASLIW?PLVGFG 200 

III M:.l I I. I I.: I ::{:!.: II l.:.(|::il T77" 

EcYgga 105 . . TWLNPHVYLDTFWLGSLGGQLDVEPKRWFALGTISASFLWFFGLALL 152 



CgLysE 201 AAALS R P L 5 S P KVWRWI NWVAWMTALAI KLMLMG 236 

I 1 I - . . I • - : I - I I I : I I : . 1 I : \ : . | j 
EcYgga 153 AAWLAPRLRTAKAQRI I NLWGCVMWFLALQLARDGIAHAQALFS 197 
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